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摘要 : 肌肉 生长 抑制 素 (myostatin) 属于 转化 生长 因子 BOGF-PEKRP -AR ERIE ЕЛІНЕ 
要 细胞 因子 。 该 研究 以 松江 鲈 肌肉 总 RNA 为 模板 ， 采 用 RT-PCR, 5-КАСЕ 和 3'-RACE 的 方法 ， 获 得 了 




















а 











松江 
读 框 
Ба 
Ж 









































W MSTN 基因 的 3 个 片段 ， 测 序 后 拼接 得 到 2568 bp 全 长 cDNA 序列 ， 其 包含 了 1131 MERK F IEW 
， 翻 译 编码 376 个 氨基 酸 。 松 江 鲈 MSTN 具有 MSTN 的 共同 特征 ， 有 蛋白 酶 水 解 位 点 RARR 和 10 个 保守 的 
ARRE: 核 芽 酸 和 氨基酸 同 源 性 分 析 发 现 ， 松 江 鲈 MSTN 基因 序列 与 石 首 鱼 、 条 纹 狼 外 、 美 洲 白 鲈 、 金 眼 
等 同 源 性 较 高 ， 与 哺乳 动物 和 乌 类 同 源 性 较 低 。 系 统 发 育 分 析 表 明 ， 松 江 鲁 МТМ 与 石 首 鱼 亲 缘 关 系 最 近 。 





































































































































































































RT-PCR 分 析 表 明 ， 该 基因 在 肌肉 表达 量 最 高 ， 在 肠 中 也 有 和 较 高 表达 ;， 在 脑 和 肝脏 中 也 能 检测 到 表达 。 此 结果 表 
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ЖАТТАР МТА 基因 除 对 肌肉 生长 发 育 有 调控 作用 以 外 ， 可 能 还 有 其 他 功能 。 




















关键 词 : 松江 销 ， 肌 肉 生长 抑制 素 ; КАСЕ; 组 织 表 达 
分 类 号 : 0959.483; 078; 0951.3; 0341; S917.4 ”文献 标志 码 : A ”文章 编号 : 0254-5853-(2010)04-0387-08 


Identification and Characterization of Myostatin Gene in 
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Abstract: Myostatin is a member of ће TGF-f superfamily and acts as a negative regulator of skeletal muscle 


growth. The characterization of the myostatin gene and its expression in Trachidermus fasciatus was reported in the 
current study. A full-length of 2568 bp myostatin cDNA sequence in T. fasciats was cloned by 5' and 3' RACE, which 
included a 1131 bp complete ORF encoding a 376 amino acid peptide, а 106 bp long 5'-UTR and a 1331 bp long З'ОТК. 
As other MSTN, the putative peptide contains a 22 amino acids long signal peptide, a conserved RARR proteolytic 
processing site, and 10 conserved cysteine residues in the C terminal of the protein. The Trachidermus fasciatus MSTN 
has high homology with Umbrina cirrosa, Morone saxatilis, Morone americana, Morone chrysops myostatin while has 


low 
had 


homology with mammalian and birds myostatin. The phylogenetic analysis showed that the T. fasciatus myostatin 
the closest relationship with U. cirrosa. In the four examined tissues, the myostatin gene was highly expressed in 


muscle and intestine and weakly expressed in brain and liver. These results suggested that the fish myostatin gene might 
not only play roles in muscle development but also contribute to other biological functions. 


Key words : Trachidermus fasciatus; Myostatin; RACE (rapid amplify cDNA end); Tissue expressional pattern 














ENTM (Тғасһійектив fasciatus) JR 0 H FES 加 的 水 源 污 染 ， 严 重 影响 了 松江 鲈 的 生存 环境 ， 已 

















鱼 科 松江 鲈 属 ， 是 中 国 四 大 淡水 名 鱼 之 一 ， 已 被 列 ”濒临 灭绝 。 目 前 对 松江 鲈 的 研究 主要 集中 在 繁育 、 
















































































入 国家 二 级 保护 动物 。 由 于 不 断 造 曾 建 坝 和 不 断 增 。 ”遗传 多 样 性 和 胚胎 发 育 等 方面 (Xu et al, 2009; Wang 
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etal, 2004)。 
肌肉 生长 抑制 素 (myostatin，MSTN)， 是 
McPherron 等 人 首先 克隆 的 。 和 蛋白 质 同 源 性 比较 证 
明 , 肌 肉 生 长 抑制 素 属于 TGF-B(transforming growth 
factor BB， 转化 生长 因子 B) 超 家 族 中 的 一 个 新 成 员 
(McPherron et al，1997)。 进 一 步 研究 发 现 ， 肌 肉 生 
长 抑制 素 主 要 在 小 鼠 的 骨骼 肌 中 表达 。 利 用 基因 痪 
除 技术 研究 它 的 功能 发 现 ，MS7X ЗЕР ШОН 
骼 肌 是 正常 野生 型 小 鼠 的 З 倍 以 上 。 突 变型 小 鼠 骨 
骼 肌 肌 纤维 的 数目 比 野 生 小 鼠 高 出 86%(P<0.01)， 
表明 突变 小 鼠 骨 骼 肌 肥 大 的 原因 既 有 肌 细 胞 的 增 
生 , 也 有 肌纤维 的 肥大 (McPherron et al, 1997; Szabo 
et al, 1998)。 McPherron et al(1997) 和 Szabo et al 
(1998) 的 研究 结果 表明 ,MSTN 在 调控 骨骼 肌肉 的 
生长 发 育 中 起 着 十 分 重要 的 作用 。 
MSTN 的 功能 也 在 比利时 览 牛 得 到 了 验证 (Lee 
& McPherron，2001; Westhusin，1997)。 经 长 期 遗 
传 选 育 的 双 肌 丑 比 利 时 蓝 牛 具有 十 分 强壮 的 骨骼 
肌 ， 由 于 肌肉 增生 (肌纤维 数目 增加 ) 使 这 种 牛 的 肌 
肉 比 其 它 品种 的 高 20%。 尽 管 人 们 已 知 双 肌 和牛 是 1 
常 染色 体 上 隐 性 基因 控制 的 ， 但 其 分 子 遗 传 的 机 
直到 MSTN 基因 的 发 现 后 才 有 所 揭示 。 我 们 发 现 鸡 
МТМ 基因 5 调控 区 的 单 核 昔 酸 多 态 性 与 肌肉 和 脂 
肪 的 生长 发 育 有 显著 关系 (Gu et al，2004b)。 鱼 类 
MSTN 的 研究 也 有 许多 , 现 已 经 在 斑马 鱼 、 虹 鲜 鱼 、 
大 麻 哈 鱼 、 金 头 钢 (Sparus aurata) ER kk wP GFE 
等 鱼 类 中 克隆 到 МТА 基因 (Gu et al, 2004a; 
Maccatrozzo et al, 2001; Roberts et al, 2001; Rodgers 
etal, 2001a; Rodgers et al, 2001b; Rescan et al, 
2001), 一 些 鱼 类 , 如 刍 、 鳞 鱼 类 在 系统 发 生 过 程 中 ， 
有 基因 重复 发 生 ， 其 MSTN 有 两 个 异 构 体 (Rescan 
etal, 2001). 
MSTN 作为 骨骼 肌 生 长 发 育 的 负 调 节 因 
(McPherron etal，1997)， 引 起 生物 界 科 学 家 广泛 
注 。 研究 МТМ 基因 的 结构 和 功能 对 阐明 骨骼 肌 
长 发 育 的 调控 机 理 具 有 十 分 重要 理论 意义 ， 同 时 ; 
为 畜牧 和 水 产 等 肉 用 类 动物 的 育种 开辟 一 条 新 
径 。 而 松江 鲈 MSTN 基因 的 研究 尚未 见报 道 。 
鉴于 МТМ 基因 在 畜牧 水 产 中 的 重要 意义 ， 以 
及 对 松江 鲈 的 研究 现状 ， 本 文 对 松江 鲈 MSTN 基因 
的 克隆 、 不 同 组 织 表达 情况 进行 研究 ， 将 会 对 松江 
鲈 的 繁育 工作 起 到 积极 的 作用 。 
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研 F 31% 
1 材料 与 方法 


11 实验 动物 及 总 RNA 提取 

采集 松江 鲈 的 肌肉 、 肝 脏 、 肠 和 脑 等 4 种 组 织 ， 
液 氮 速冻 后 于 -80C 冰 箱 中 保存 。 采 用 
Trizol(Invitrogen ，USA) 分 别提 取 上 述 组 织 的 总 
RNA， 保 存 于 -80'C 冰 箱 备 用 。 
1.2 引物 的 设计 和 合成 

根据 GenBank 登录 的 石 首 鱼 (AF316882)、 斑马 
鱼 (AF019626) 等 的 MSTN 基因 序列 设计 引物 : 
fimstnfl: 5'-cgtcttggcaaagtatagac-3'; fimstnrl: 
S-gcatgttgatgggcgacatc-3'， 用 于 扩 增 М8ТМСОМА 部 
分 序列 。 根 据 获得 的 部 分 松江 鲈 MSTN 基因 的 序列 
设计 用 于 5-RACE 和 3'-RACE 的 特异 性 引物 为 
sjlmstn-gsp2r: 5'-attcctctcgaatcgaaggc-3', 
















































































sjlmstn-gsp2f: 5'-gcaaccgttcatggaggtga-3'。 扩 增 松 江 
ӨЗ B-actin 基因 的 引物 为 CaBactinF: 5'-ccagatcatgtt- 
cgagaccttc-3', caBactinR: 5'-раассісісайќоссааіррір- 
3'。 引 物 由 上 海 生 工 生 物 工 程 技术 服务 有 限 公司 合 
成 。 引物 3тасе outer primer: 5'- taccgtcgttccactagtga- 






































ttt-3', З'тасе inner primer: 9'-cgcggatcctccactagtgattt- 
cactatagg-3'; 5'тасе outer primer: 5'-catggctacatgctgac- 
agccta-3', 5'тасе inner primer: 5'-cgcggatccacagcctact- 
gatgatcagtcgatg-3' 分 别 来 自 于 TAKARA 3'-Full 
КАСЕ Core Set Ver2.0 和 5-Еші КАСЕ Kit 试剂 盒 。 
1.3 RT-PCR 和 5'-RACE, 3'-RACE 

反 转 录 按 TaKaRa 反 转 录 试 剂 盒 (TaKaRa КМА 
PCR Kit Ver.3.0.) 要 求 进行 , 反应 体系 为 :2 uL МЕСІ 
(25 mmol/L), 1 uL 10xRT Buffer, 1 uL dNTP 
Mixture( 各 10 mmol/L), 0.25 uL RNase Inhibitor, 0.5 
uL AMV Reverse Transcriptase, 0.5 uL Random 9 
mers, 1 hg 总 RNA， 加 RNAseFree 超 纯 水 至 总 反 
应 体积 为 10 gL。 反应 程序 为 : 30C 10 шіп. 42/С 
30 тіп. 99С 5 тіп. 5C 5 min。 以 合成 的 cDNA 
为 模板 和 引物 fimstnfl/fimstnrl 扩 增 松江 鲈 MSTN 
基因 450 bp 片段 ， 反 应 体系 为 ;10xPCR buffer 2.5 
uL, 10mmol/L dNTPs 2 uL, 10 hmoyL 引物 
fimstnflrl 各 1 uL, rTaq(5 U/uL)1 uL, 1 uL cDNA, 
dd H2O 17.3 uL. PCR 程序 为 : 94C 5 тіп; 94°С 30 
556С 305,72С 1min, 共 35 个 循环 ;72C 8 шіп, 
4 保温 。PCR 产物 在 1% 琼 脂 糖 凝 胶 中 电泳 ， 并 回 
收 克隆 后 测序 。 

5'-RACE 按 TAKARA 5'-Full RACE 试 剂 盒 程序 
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进行 : 将 制备 的 cDNA 用 5'race outer primer/ fimstnr1 
进行 第 一 轮 扩 增 ， 再 以 Srace inner primer/sjlmstn 
-gsp2r 引 物 对 第 一 轮 的 PCR 产 物 梨 式 PCR .PCR 产 物 
再 1% 琼 脂 糖 凝 胶 中 电泳 ， 并 回收 充 隆 后 测序 。 
3'-RACE 按 TAKARA 3'-Full ВАСЕ Core Set Уег.2.0 
试剂 盒 程 序 进行 : 先 合 成 的 cDNA 用 引物 
fimstnf1/3'RACE Outer Primer 进 行 第 一 轮 扩 增 ， 然 
后 用 sjlmstn-gsp2f/3'RACE Inner Primer 进 行 第 二 轮 
梨 式 PCR 扩 增 ，PCR 产 物 再 1% 琼 脂 糖 凝 胶 中 电泳 ， 
并 回收 克隆 后 测序 。 
14 不 同 组 织 mRNA 表达 的 RT-PCR 检测 

RT-PCR 方 法 检测 不 同 组 织 mRNA 的 表达 分 布 
方法 如 下 : 反 转 录 按 TaKaRa 反 转录 试剂 盒 (TaKaRa 
КМА PCR Kit Ver.3.0) 要 求 进行 ( 同 1.3 段 )。RT-PCR 
时 ， 松 江 鲁 MSTN 基 因 引 物 fimstnf1/fimstnr1， 两 条 
引物 分 别 位 于 不 同 的 外 显 子 上 ， 以 B- 肌 动 蛋 白 基 因 
(B-actin) 为 内 标 。PCR 肥 应 体系 和 条 件 : 0.2 uL rTaq 
聚合 酶 (5 О/Ш..Такаға, 大连)，2.5 uL 10xPCR 
Buffer (without Mg”), 2 uL dNTP (2.5 mmol/L 
each), 1.5 uL MgCl; (25 mmol/L)， 上 、 下 游 引物 各 
1 uL (10 pmol/L), 1 uL cDNA， 加 灭 菌 ddH2O 至 25 
Ш. PCR 扩 增 条 件 : 95C 变 性 5 шіп, 95°C 30 s, 
60С 305, 72°С 30 s，25 个 循环 (B-actiz 基 因 ) 或 34 
个 循环 (WMS7N 基 因 ); 72'C 延伸 10 min，4C 保 存 。 
15 统计 分 析 及 软件 

将 获得 的 序列 在 DNAMAN 5.0 软 件 上 进行 分 
析 ， 并 进行 物种 间 同 源 性 比较 。 利 用 MEGA 4.1 软 
件 中 的 Kimura 2-parameter 法 计算 净 遗 传 距离 矩阵 。 
以 距离 矩阵 邻接 法 (Neighbour-Joining, NJ) 建 系统 发 
生 树 , 通过 自 引 导 检 验 (bootstrap) 获 得 系统 分 支 的 置 
信 度 (重复 次 数 为 1000)。 


2 结果 与 分 析 


21 松江 鲈 myostatin RT-PCR 扩 增 

以 松江 鲈 肌肉 总 ВМА 为 模板 ， 经 逆转 录 后 得 
到 cDNA， 用 引物 fimstnfl/r1 进行 PCR 3739, PCR 
产物 在 1% 琼 脂 糖 凝 股 中 电泳 检测 (图 1)。 电 泳 检测 
结果 显示 ,得 到 450 bp РСВ 扩 增 产物 , 与 设计 的 目 
的 片段 长 度 相 同 , 将 该 片段 回收 后 克隆 到 pMD-18T 
载体 中 ， 测 序 后 获得 了 该 片段 的 核 背 酸 序 列 ， 经 与 
其 他 物种 的 MSTN 基因 比 对 ， 确 认 该 序列 为 松江 鲈 
МТМ 基因 的 编码 区 部 分 序列 。 



























































Т 






























































f 








































































































































































































22 ”松江 鲈 MSTN 基因 的 5'-RACE 和 3'-RACE 
扩 增 

以 松江 鲈 肌肉 总 RNA 为 模板 ， 经 过 5-КАСЕ 和 
3-КАСЕ 的 各 两 轮 PCR， 分 别 得 到 了 800 bp 和 1.8 
kb 较 亮 的 条 带 ， 与 试验 预期 的 结果 较 接 近 ( 图 2)。 
通过 对 上 述 两 个 片段 回收 后 克隆 到 pMD-18T 载体 
中 ， 经 测序 后 获得 了 该 片段 的 核 苷 酸 序列 ， 经 与 
MSTN 基因 比 对 ， 确 认 这 两 条 序列 分 别 为 松江 鲈 
MSTN 基因 的 5' 和 3' 端 序列 。 
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图 1 松江 鲈 МТМ 基因 RT-PCR 产物 的 1% 琼 脂 
糖 凝 胶 电泳 图 
Fig. 1 RT-PCR products of myostatin gene in Trachidermus 









































fasciatus checked by 1% agarose gel electrophoresis 
м: DL-2000 相对 分 子 质 量 标准 ，1、2: RT-PCR 扩 增 产物 ;，3: 阴性 对 
照 (M: DL-2000 DNA Магкег; Lane 1, 2,: ЕТ-РСЕ products; Lane 3: 


negative control). 








图 2 5-КАСЕ 和 3'-RACE 扩 增 的 松江 钙 MSTN 
基因 cDNA5'- 端 和 3'- 端 序列 
Fig.2 Тһе amplification results of Trachidermus fasciatus 
myostatin cDNA by 5'-RACE and 3'-RACE methods 
M: DL-2000 相对 分 子 质量 标准 ，1, 5'-ВАСЕ 扩 增 产物 ;2, 3-RACE 扩 
增产 物 (M: DL-2000 DNA Marker; Lanel, 5'-RACE products; Lane 2, 
3'-RACE products)。 
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23 ”松江 鲈 MSTN 基因 全 长 DNA 和 和 氨基酸 的 序 松江 钙 MSTN 包 含 两 个 典型 的 TGF-B 和 蛋白 结构 域 : 


























列 分 析 TGF-B 前 肽 区 域 (41 一 256 位 ) 和 TGF-B 功 能 域 (282 一 
上 述 3 个 扩 增 片段 经 克隆 后 测序 ， 拼 接 获 得 了 376 位 )。 
2568 bp 全 长 CDNA 序 列 。 包含 了 1 131 个 核 苷 酸 的 开 松江 铺 MSTN 基 因 与 其 它 物种 的 同 源 性 为 : 人 








放 性 阅读 框 ， 其 起 始 密 码 子 是 ATG， 终 止 密码 子 是 60.74%， 家 鼠 61.63%， 鸡 61.61%， 斑 马 鱼 75.60%， 
TAG， 翻 译 编码 376 个 氨基 酸 ， 相 应 的 蛋白 序列 见 虹 鲜 工 型 79.22%， 虹 鲜 开 型 79.05%， 美 洲 和 白 鲈 
图 3。 经 分 析 信号 肽 切割 位 点 在 9322 和 D23 之 间 ， 大 92.13%， 金 钢 67.93%， 红 鳍 东方 钝 工 型 86.531%， 红 
小 为 22 个 氨基 酸 ;， 松 江 鲈 MSTN 有 一 个 蛋白 酶 水 解 ” 鱼 东 方 钝 开 型 64.01%。 松 江 钙 MSTN 与 其 他 鱼 类 相 
位 点 RARR( 第 264 一 267 位 )， 在 C 端 生物 活性 区 含有 关 蛋 白质 的 同 源 性 为 62.17% 一 93.88%， 与 石 首 鱼 
10 个 保守 的 半 胱 氨 酸 残 基 , 依次 为 第 73、282、283、 “MSTN 同 源 性 最 高 达 93.88%; 与 其 他 各 蛋白 质 的 同 
310、314、340、341、362、373、375 位 氨基 酸 (图 源 性 依次 为 条 纹 狼 钙 MSTN、 美 洲 白 鲈 MSTN、 金 
3)， 其 蛋白 等 电 点 为 5.71， 相 对 分 子 质 量 为 42 К. 眼 石 鱼 MSTN、 大 西洋 钙 MSTN2、 虹 鲤 MSTN、 红 
S-UTR 区 为 106bp，3'-UTR 区 为 1331 bp， 包 含 着 一 鱼 东 方 鲤 MSTN2 和 斑马 鱼 等 ， 松江 鲈 MSTN 与 人 、 

个 AAIAA 的 典型 的 转录 终止 加 A 信 号 (该 序列 在 ” 小 鼠 和 鸡 MSTN 分 别 为 61.74%、61.32% 和 62.53%， 

Genbank 中 登录 号 为 : GU198192)。Blastp 分 析 发 现 ， 结果 见 表 1。 
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жі 松江 鲈 与 其 他 动物 MSTN 基因 编码 区 的 同 源 性 比较 


Tab.1 Homologous comparisons of myostatin gene CDS between Trachidermus fasciatus and other species 


































































































物种 GenBank 登 录 号 碱 基 同 源 性 (%) 氨基 酸 同 源 性 (%) 编码 氨基 酸 的 长 度 
Species Accession по. Nucleotide homology Amino acid homology Length of peptide 

大 西洋 刍 Salmo salar Іа AJ344158 78.92 83.51 373 

KPEE Salmo salar 1b AJ297267 78.67 81.91 373 

虹 鲜 (MSTN2) Oncorhynchus mykiss АЕ273036 79.05 82.71 373 

虹 鲜 (MSTN1)Oncorhynchus mykiss AF273035 79.22 83.78 373 

斑马 角 Danio rerio AF019626 75.60 80.05 374 

Ф: Sparus aurata 2 АҮ046314 67.93 64.72 359 

条 纹 狼 鲈 Morone saxatilis AF290910 92.13 93.09 376 

KYA Morone americana AF290911 92.13 93.09 376 

SIRAM Morone chrysops AF197194 91.89 91.25 377 

偶 桑 比 克 罗 非 鱼 Tilapia mossambica AF197193 86.38 88.03 376 

ІҢ 4а Cyprinus carpio GU014395 75.77 80.85 375 

石 首 鱼 Umbrina cirrosa АЕЗ16882 92.22 93.88 376 

红 鱼 东方 钝 Takifugu rubripes1 NM001032672 86.51 86.17 376 

ЖЕ IRTI ti Takifugu rubripes2 NM001032671 64.01 62.17 359 

人 Homo sapiens NM005259 60.74 61.74 375 

АҢ. Mus musculus NM010834 61.63 61.32 376 

KFN Rattus norvegicus AF019624 61.11 61.32 376 

鸡 Gallus gallus AY448007 61.61 62.53 375 

#575 Coturnix chinensis AF440864 60.91 62.01 375 
2.4 Myostatin 的 系统 发 育 分 析 МТМ 的 分 子 进 化 树 (图 4)。 表 明 所 有 便 骨 鱼 类 形 

为 分 析 松 江 鲈 与 其 他 物种 MSTN 的 进化 关系 ， 2. 哺乳 类 和 乌 类 形成 另 一 个 分 文 。 在 硬 
根据 我 们 克隆 和 测序 的 松江 钙 MSTN 基因 编码 区 推 类 分 枝 中 ， 松 江 鲈 MSTN 与 石 首 鱼 MSTN X 


















































断 的 蛋白质 氮 基 酸 序列 , 并 采集 GenBank 中 其 它 物 = ЖАТТАР МТМ 先 与 石 首 鱼 聚 为 一 枝 ， 再 与 
PHARA Din AR S WBM AA RAIM. saxatilis) KY ÁH MAERA (М. 
Ка. ЕКО. ИА. ЭЗ АНОМ. americana) cjzysops) 聚 在 一 起 ， 并 有 很 高 的 自 展 值 文 持 。 而 与 
大 西洋 链 等 脊椎 动物 的 MSTN 序列 ， 去 除 信 号 肽 Уеа MSTN 的 遗传 距离 较 远 , 说 明 其 杀 缘 关系 也 
后 ， 利 用 MEGA4.1 软件 构建 了 19 PESH ЖШ. Жа. SIRO Ж ОА YH ӨЙ, 





























































































































































































































4 期 卢 祥云 等 ， 松江 鲈 肌肉 生长 抑制 素 基因 克隆 和 序列 特征 分 析 





1 САА ОСТАТС С АС ТОС АТТААТОСАААСОТАСТАСАСТССАССАССАССТССАСС 
61 АСАСАОСААСССАТССТТТСА ААОССААСТССАСАССТТАСАСАСААТСТАТСТСТСТСА 
XYLS8 
121 GACTETECTETOTCT AECTTGCTE ATTECTTTGGG TOTAGTAG TTTTGAGTGADT AAGA 
YT CLS LDR MALE PY VL:D QE 
181 EACGCACCREC 和 DCTCCETCADCAEDCCAEAAEACADEEAECAETEDECCADCTEOEA 
TH 8 9Р-ЕҰТСОРЕФТЕОГАТЕЕ 
241 66Т0266САССІСАТОАААЯССАТООСАСТСААСОСАЯТСАЙАТООСАСАТТТТСАССАЯ 
тоз ЕТЕКІ НАТ SOILS 
301 АСТОССА АТСА ААСА АТСТОССААСАТСАСОО; АСАСАТССТСА АССАССТССТССОСАА 
ІЕНКЕСРЕІТІЗСКТГТКОӘЛТЛЕР Ж 
зі АССОСОУОСССТУСАФСАССТТТТССАОСАСТАОЗАОЗТЕСТСССТСАТСАСААСА АССА 
APPL A QLLD QAYD VOL G DD NKD 
421 TETOS TAATGGIGCAGG ACOG OSAGCATGOCATCACGGAGAOCATAATGATGATGGOCAC 
YVR EB- De ESR AI CETINA Т 
481 ТССАСОССАСТОСАТО; TCA AGOS САО ССА AOC ANAG ТССТСОСТТТТСТСТТТТАС 
ЁРЕ 059-00 ЕР ЕССЕ рТ 
541 ТСАЯААСТТОСЯАСССААТО>САТССТОССАБСТСАССТСТ0566ТТААТСТ6056С057С 
QRR QA NR FVR A QA LY NT.R PS 
601 GCATAGOCGAT ACTE TG TTOCTCCAA CCAG OTIGA TGCOGGTTICAGGOSGGAG 
ГЕХТТҰҒРТЛОГЗЕЛИРТИ СЕ 5 
E51 CO5GCAC 和 ACECATCCECTECCTEARAEATDEAD5TEARTECDEECETCAECTCTTEECA 
本 
721 АЯСТАТАСАСОТГААЯСАЯСТОТТС АСТСТСТОССТСОС САССОЗСАСАОСААСТСССС 
ги мк A YL ТҰҮНҒІКЕӨРЕТЕТСЕ 
781 САТО; АС АТТА АТСССТТССАТТО;АСАС САААТСАСТТС СОО; ТСАССТОСАСАС АСОС 
DE- 1 NN АГРО S RGN DOL А. РТ ТЕР 
941 ССС АССААССАСТОСААОССТТСАТСС АССТСААССТСТОО; АСС ОООСО5СССТЄС 
C EZE. GLOP EK E:S: KTS EG P RREA 
301 CAGGAGAGACTOAGGOC TGGATIGTGAOG AGAACIETCTAGAGTODG G TGC TGOCGCTA 
R “RrD: S ELAD CAD ENSS LE S RC CR Y 
%1 COCOG EGACT TTGAAGACTITEGTTE GGACTEG АТТАТТССТОСААААСССТА 
РЛ TY DRED PORD WT TI kh Pp KRY 
1021 САЯО2ОСААСТЯТТОСТО20556АҮ67Т576-АСТАСАТОСАСТТОСАС ААСТАТООСАСАС 
K AR: WC .SC EE CE WN HL MK YP HT 
1081 ССАССТЕСТСА САА ОС ОСААОООСАСАС ССААОЗСТЕСТООСТСТТССАСТОЈСАСААА 
НТ ҰЛЛЕЖЕРІЕЕИНАСЕССТРТХ 
1141 САТСТОРОССАТСААСАТОСТСТАСТТТААОО>АЯААСАССАБАТСАТТТОССОСАЯСАТ 
КЕРГЕКІТТЕНККЕК ӨЛІ СсСЕКІ 
1201 СОСТГОСАТСС ТУСТО АСО; СТСТССАТССТСТТС АСТТСССАОУААСАОССТССТСАС 
PSNYVYVDRCGCS* 
1261 AGG AAGCIGGGIGGCAAGAGGGGGTEGIGGTITTGTOGTOCTICOGACTICAAACTTTTIT 
1321 ААСИСААОСАА ТССАССАСТГОТААТССТТТОСТЕСАСААСАСАСТССАСТАСААССАСА 
1381 СТАСАССТСАСААТСО; ОСО; АОСТТОСТСТАССССТОСАСТТТСАСААООУССАТАСАТ 
1441 СТТАСТТТГСТТГОСТССАСТСАААТСТТАСОСАТАСАСАСТТС ААСТСАСАТССАТССА 
1501 САЙЯСАТЖССТЯСАСЯСАСІСТТОСАСБАСТОСАЯССТТОСА66САЯТСТАСАСАСАЯЯТ 
1561 ААТСАААСТТАТССА ААААСТСТТТТІСТОЈСАТТТАТАСАСАСАТССОЗАСАСАТТАТА 
1621 СТСЯТАТОССАТСАССТОСЯСТОСАТТТСАСТТОТАСОСААЯСАТАЯЯАССТАТТОСАСТТ 
1681 СТТОСТАТСТУАТАТСТСТТГТОСТААТСАТТТТІСААСТТАТСТТТТОЗСАСТСАААОС 
1741 АСС ААТССТСАТ,САСТТТТГСАААССССТТСС ААА ААСАСААСТССАСАСТСАТАСССС 
1801 ССАТАТТТСАСАТСС АТАС ААСАТСТСТТССТОСАА АТАС ССТСТСАССАСТТСАТАААА 
1861 АСАТ, АА MCTS СТОСАА ОС САААООСТТАСТСАСТООСАТАТТААТТТААТТССАТСА 
1921 СТАСТТТОС ААСАСТАААТОСААСССАТТАТСТТІСТІСТАТТССАТТАААТТТТААСТТ 
1981 СТСАТТТТ;СС ААТУСАААОССАААСАСАСССАСТС АОЗТССТЕСТТССТСАСТОСТСАТ 
2041 АТССТАТТГАТАА АА САССТТОСАОСАС СС ТС АААТАОСАСТТТАСС ТСТСТАСАСАТТ 
2101 ТТСАТСТАСТСТГСАСТАТСААСААААСАСОСТСАООСТССАСОСТУСТОАТАСАСТТ 
2161 СААТГАТТСТУ АТ ТУТАААТГСАСАТСАСТССАСАС ААСС АСТТСААСТСААСССАСАСТ 
2221 СААТ, САСССТАТАА С СААААТАААТСТСТТТААС АСАС АСААААТССАТТСТОАСАА 
2281 ТСААТСТТ; АС АТСАТУСТТАААСТСТСТСТАСАААСААСАСАС ТТТССАСТАТСС САСА 
2341 ССААТАСАААА ХАТТО ТТОСТАСААААСТІСТААА ААСТСАТТТТСАТАТСТТТОСТАА 
2401 ТТТСТАТТ;ТАТАСАТАТАТСАТТСТТТССАТТАСААСТТСОСТТІСТАААССАОСТСТТ 
2461 ССТАААТСТАТААААССАСААТСТАССААСАТАААТСТААТССАССААСТСТАТАТАСТТ 
2521 СТТТГААСАААТАААСТТТСТАССТТСТТТСТТСАА АААААААААААА 








图 3 PNTA MSTN 基因 序列 和 MSTN 的 氨基 酸 序列 
Fig.3 Nucleotide sequence ofmyostatin gene апа putative атіпо acid sequence of MSTN in Trachidermus fasciatus 
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图 4 不 同 物种 推导 的 MSTN 和 氨基酸 序列 构建 的 NJ 树 

Fig.4 Neighbour-Join Tree reconstructed based on putative MSTN amino acid residues 
枝 节 点 上 的 数字 表示 1000 次 
列 来 自 GenBank (The MSTN sequences are from GenBank)。 



































大 西洋 刍 Salmo salar 1а: 

















展 检验 置信 值 Qumbers on nodes corresponding to percentage bootstrap values for 1000 replicates)。MSTN 序 
AJ344158; ХИЙЕ Salmo salar 1b: AJ297267; 


虹 鲜 Oncorhynchus mykiss 1а: 00136028; 斑马 鱼 
AF290910; 美洲 
AF197193; 鲤鱼 Cyprinus carpio 1а: GU014395; 

















fi Morone americana: AF290911; 





fi Danio rerio, AF019626; 金 钢 Sparus aurata 2:: AY046314; 条 纹 狼 钙 Morone saxatilis: 
SIRAM Morone chrysops: AF197194; 莫桑比克 罗 非 鱼 Tilapia mossambica: 
а 1b: GU014396; 石 首 鱼 Umbrina cirrosa: AF316882; 红 鳍 东方 钝 Takifugu rubripes 





2: NM001032671; 松江 鲈 Trachidermus fasciatus: GU198192; Л Ното sapiens: NM005259; 小 鼠 Mus musculus: NM010834; KE Rattus 


norvegicus: AF019624; 鸡 Gallus gallus: 


AY448007; 











这 几 种 鱼 类 都 属于 鲈 形 目 。 物 种 MSTN 系统 发 育 与 
物种 间 的 亲缘 关系 一 致 。 

2.5 ”松江 鲈 的 MSTN 基因 的 组 织 表 达 分 析 

采用 半 定 量 RT-PCR 方 法 ， 检 测 了 MSTN 基 因 
mRNA 在 松江 钙 肌 肉 、 脑 、 肠 和 肝脏 等 不 同 组 织 也 
表达 情况 , 同时 以 B- 肌 动 蛋 白 基 因 (B-actin) 的 表达 作 
为 内 参照 (图 5)。 通过 PCR 条 件 优化 ， 分 别 选择 
B-actin 基 因 和 MSTN 基 因 在 扩 增 进入 平台 期 前 的 循 
环 数 为 23 次 和 34 次 。 结 果 发 现在 肌肉 中 MS7NV 
mRNA 表达 量 最 高 ， 肠 组 织 中 的 表达 量 次 之 ， 脑 有 
微量 的 表达 ， 肝 脏 中 有 痕 量 表达 。 
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зї 论 
TGF-B 超 家 族 成 员 结构 上 具有 共同 的 特点 : 1) 











在 蛋白 的 N- 末 端 有 相同 的 非 亲 水 性 氨基 酸 序列 ， 作 
为 分 泌 信 号 ; 2) 在 C- 末 端 有 保守 的 蛋白 酶 水 解 位 点 
RXXR;，3) 一 般 有 9 个 半 胱 氨 酸 位 于 C- 未 端 形成 “ 半 



































84858 Coturnix chinensis: AF440864。 
EAIRT A”; 4) 其 C 端 ; 通过 形成 二 硫 键 组 成 具有 生 
物 学 活性 的 二 聚 体 发 挥 功能 (McPherron，1997)。 我 











们 克隆 并 测序 的 全 长 松江 ін МТМ | ісрмА-Н 
TGF-B 超 家 族 其 他 成 员 一 样 ， 在 不 同 物种 间 高 度 保 
守 ， 推 断 的 氨基 酸 序列 中 含有 一 个 蛋白 酶 水 解 位 点 
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500 MSTN 


500 b-actin 
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5 松江 鲈 МТМ 基因 表达 的 半 定 量 RT-PCR 检测 
Fig. 5 Detection of myostatin репе expression іп 








Тғасһійектив fasciatus by semi- 

quantitative RT-PCR 
М: DL2000 ОМА 相对 分 子 质量 标记 ; 1: 肌肉 :， 2; 肠 ，3: 肝脏 ;4: 
Wi; 5: 阴性 对 照 (没有 RNA 模板 ); 6, 阴性 对 照 (肌肉 RNA 不 加 RT 酶 )。 
M: DL2000 DNA Marker; 1, Muscle; 2, Small intestine; 3, Liver; 4, Brain; 
5, Negative control (no RNA); 6, Negative control (muscle RNA but no 


reverse transcriptase). 
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RARR, 在 С 端 生 物 活性 区 含有 10 个 保守 的 半 胱 氨 
酸 残 基 ， 并 且 具 有 两 个 典型 的 TGF-B 和 蛋白 结构 域 : 
TGF-B 前 肽 区 域 和 TGF-B 功能 域 。 完 全 符合 TGF-B 
家 族 和 蛋白 的 特征 ， 与 其 他 物种 的 MSTN 和 蛋白 一 致 。 
Maccatrozzo et а1(2001) 报道 在 硬 骨 鱼 金 铜 













































































et al，1997)， 此 外 ，MSTN ИЕ ЕМЛЕ. ҮН 
肯 野 氏 纤 维 (Sharma et al，1999) 和 猪 的 乳腺 中 (Ji et 
al，1998) 表 达 。 鱼 类 作为 低 等 脊椎 动物 ， 其 МТМ 
有 独特 的 表达 特点 (Maccatrozzo et al, 2001). 
Maccatrozzo et al(2001) 报 道 了 在 硬 骨 鱼 金 钢 发 现 的 















































(Sparus aurata) 发 现 了 一 种 新 的 似 骨 骼 形成 重 
(SbMSTN-b) 基因， 它 编码 的 氨基 酸 序列 与 金 铀 
MSTN 同 源 性 为 68%， 而 且 在 石 首 鱼 (Umbrina 
cirrosa 和 绿 河 钝 (Tetraodom nigroviridis) 中 也 发 现 了 
这 种 基因 ， 系 统 发 生 分 析 表 明 ，MSTN-b 存在 于 大 
部 分 (可 能 全 部 ) 的 硬 骨 鱼 中 。 与 此 同时 ， 从 虹 鲜 鱼 、 
大 西洋 钙 鱼 、 罗 非 鱼 、 石 鲁 鱼 中 都 获得 了 两 种 
MSTN， 而 且 发 现 两 者 间 的 同 源 性 较 高 (Maccatrozzo 
et al, 2001; Roberts et al, 2001; Rodgers et al, 2001а; 
Rodgers et al, 2001b; Rescan et al, 2001; Garikipati 
etal, 2006; Garikipati et al, 2007; Rodgers et al, 


















































































































































种 新 的 似 骨 角形 成 蛋白 (sbMSTN-b) 基 因 ， 
RT-PCR 分 析 表 明 ， 几 乎 只 在 中 枢 神 经 系统 中 ， 且 
始 于 幼 鱼 晚期 表达 。 脑 中 sbMSTN-b 的 表达 量 随 形 
态 的 变化 而 增加 ， 与 神经 系统 的 分 化 完成 同步 
(Maccatrozzo et al，2001)。 与 此 同时 ，Roberts et 
а(2001) 4% 4а (brook trout) 中 获得 了 两 个 MSTN 基 
因 ， 其 中 一 种 存在 于 肌肉 和 大 脑 ， 而 另 一 种 存在 于 
卵 梨 中 。 大 脑 中 的 表达 位 于 眼 叶 、 后 脑 、 下 匡 脑 ， 
在 排卵 时 卵 梨 中 的 表达 是 上 调 的 (Roberts et al, 
2001)。Rescan et al(2001) 发 现 虹 鲜 鱼 的 MSTN-1 在 
多 种 组 织 表达 , 而 MSTN-2 仅 在 脑 组 织 中 表达 。 在 









































































































































2008; Østbye et al, 2001). 至 今 在 虹 鲜 鱼 中 已 经 发 
现 MSTN 基因 的 亚 家 族 ， 有 4 个 基因 (MSTN-1a、 
М8ТМ-1Ь. М8ТМ-2а 和 MSTN-2b) 组 成 ， 关 于 为 什 
么 鱼 类 会 存在 两 种 МТМ 异 构 体 , 而 高 等 动物 只 有 
一 种 MSTN 基因 ， 还 没有 比较 合理 的 解释 ， 认 为 可 
能 是 共同 的 祖先 基因 在 进化 而 产生 的 (Garikipati et 
al, 2006; Garikipati et al, 2007; Rodgers et al, 2008)。 
Xie et al(2008) 将 肌肉 生长 抑制 素 基 因 CMSTN) 分 成 4 
个 亚 家 族 : 哺乳 动物 МТМ. $% MSTN 以 及 鱼 类 
MSTN-1 和 2。 本 研究 我 们 克隆 到 的 松江 铺 МТМ 
基因 ， 根据 与 其 他 物种 的 MSTN 基因 序列 推测 ， 该 
序列 同 其 他 物种 的 MSTN-1 同 源 性 高 ， 从 进化 上 推 
测 我 们 发 现 的 松江 针 MSTN 在 鱼 类 М8ТА-1 亚 家 族 
中 ， 为 松江 鲈 的 MSTN-7 。 松 江 钙 中 是 否 也 存在 
MSTN-2， 将 是 下 一 步 值 得 研究 的 内 容 。 

哺乳 类 和 鱼 类 MSTN 基因 的 组 织 表 达 存 在 差 
异 ， 在 小 鼠 中 MSTN 只 在 骨骼 肌 中 表达 (McPherron 
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大 西洋 刍 鱼 中 也 存在 两 种 MSTN 异 构 体 , 两 者 都 不 
限于 在 骨骼 肌 中 表达 ， 包 插 白 肌 、 肠 、 脑 、 胭 、 笑 
和 了 眼 均 有 表达 ，MSTN-1 还 在 红 肌 、 心 脏 、 脾 脏 、 
卵巢 组 织 中 表达 。 用 多 克隆 抗体 检测 ， 在 红 肌 、 
肌 、 心 脏 、 肠 脑 发 现 相对 分 子 质 量 为 55 的 前 体 
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(Østbye etal, 2001). Rodgers et al (2001b) 检 测 了 罗 
ЗЕ МТМ 的 组 织 表 达 分 布 , 发 现 其 并 不 仅 在 肌肉 



































中 表达 ， 在 其 他 组 织 中 也 有 表达 。 我 们 对 松江 钙 
MSTN 基因 组 织 表达 分 布 检测 发 现 ， 该 基因 不 仅 在 
肌肉 中 表达 ， 而 且 也 在 其 它 组 织 肠 中 也 有 较 高 的 表 
达 ， 在 脑 和 肝脏 中 也 有 微量 或 痕 量 的 表达 ， 这 一 结 
果 与 其 他 鱼 中 的 报道 基本 一 致 。 这 也 暗示 松江 鲈 
MSTN 的 功能 可 能 并 不 局 限 在 对 肌 细 胞 生长 抑制 ， 
还 作用 于 其 他 的 组 织 和 细胞 。 
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